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A reprodução sexual em fungos é controlada pelos genes mating type presentes no 
locus MAT, que é representado por dois idiomorfos – MAT1-1 e MAT1-2. Em espécies 
heterotálicas há a presença exclusiva de um dos dois idiomorfos, necessitando o 
encontro de linhagens com mating types opostos para que ocorra a reprodução 
sexuada. Em contrapartida, espécies homotálicas possuem ambos os idiomorfos em 
seu genoma, conferindo a esses indivíduos a capacidade de se reproduzir sem 
necessariamente precisarem de um parceiro compatível. Nesse trabalho nós 
investigamos a estrutura do locus MAT em Phyllosticta citricarpa, o agente causal da 
Mancha Preta dos Citros (MPC). Essa doença causa lesões em frutos e folhas de 
plantas de citros, onde podem ser encontrados esporos assexuados do fungo 
(picnidiósporos), enquanto que os esporos sexuados (ascósporos), que são a principal 
fonte de dispersão da doença em campo, são encontrados em folhas caídas em estado 
de decomposição no solo. Apesar de intensivo estudo, seu ciclo sexual nunca foi 
observado em cultura pura in vitro. Através da análise das sequências genômicas de 
dois isolados de P. citricarpa, foi identificado o gene da DNA lyase e, como previamente 
descrito na literatura, os genes mating type estavam localizados na região flanqueadora 
3’ desse gene. Os resultados evidenciam que esse fungo é heterotálico devido à 
presença exclusiva de MAT1-1 ou MAT1-2 em linhagens distintas. A fim de caracterizar 
o locus MAT, foram desenhados primers para amplificação dessa região. Com base 
nesses resultados foi demonstrado que P. citricarpa possui cópias completas e 
aparentemente funcionais dos genes mating type, contendo os domínios de alta 
mobilidade (High Mobility Group – HMG) e alpha box, presentes em diferentes isolados. 
Além dos genes MAT1-1-1 e MAT1-2-1, foram localizados os genes MAT1-1-4 na 
região flanqueadora 5’ do gene MAT1-1-1 e o gene MAT1-2-5, localizado na região 
flanqueadora 5’ do gene MAT1-2-1. Um protocolo de PCR multiplex foi desenvolvido 
para diferenciar os idiomorfos de P. citricarpa, podendo ser utilizado em estudos de 
distribuição e incidência de genes mating type, a fim de determinar a ocorrência de 
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Sexual reproduction in fungi is controlled by mating type genes located at the MAT locus, 
which is represented  by two idiomorphs – MAT1-1 and MAT1-2. In heterothallic species 
there is the presence of only one of the two idiomorphs, requiring the encounter of 
opposite mating types strains to occur sexual reproduction. In contrast, homothallic 
species have both idiomorphs in its genome, giving these individuals the ability to 
reproduce without necessarily requiring a compatible partner. In this study, we 
investigated the structure of this locus in the phytopathogenic fungus Phyllosticta 
citricarpa, the epidemiological agent of citrus black spot (CBS) disease. This disease 
causes lesions on fruits and leaves of citrus plants, where can be found asexual spores 
of the fungus (picnidiospores), while sexual spores (ascospores), which are the major 
source of spreading the infection in the field, are found in fallen leaves in state of 
decomposition. Despite intensive study, its sexual state has never been observed in 
single-spore culture. Through analysis of the genome sequences of two individual P. 
citricarpa isolates, the sequence of the DNA lyase gene was identified and, as previously 
reported in the literature, the mating type genes were located in the 3’ flanking region of 
this gene. The results suggested that P. citricarpa is heterothallic (self-sterile), owing to 
the exclusive presence of the MAT1-1 or MAT1-2 gene in individual strains. In order to 
characterize the MAT locus, we designed primers to amplify this region. Based on this 
analysis, P. citricarpa was found to have complete and apparently functional copies of 
MAT genes, containing α-1 and HMG domains, present in different isolates. In addition 
to MAT1-2-1 and MAT1-1-1 genes, the MAT1-1-4 gene was located in the 5’ flanking 
region of the MAT1-1-1 gene and the MAT1-2-5 gene was located in 5’ flanking region 
of the MAT1-2-1 gene. A multiplex PCR protocol was also developed to differentiate P. 
citricarpa idiomorphs, which can be used in distribution and incidence studies of mating 
type strains, in order to determine the occurrence of sexual reproduction and to facility 
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A produção de laranjas no Brasil é a maior do mundo, correspondendo a cerca de 
25% da produção mundial (FAOSTAT, 2015). O país ainda detém 53% da produção 
mundial do suco dessa fruta, e é responsável por 85% da exportação mundial de suco 
de laranja (CITRUSBR, 2013). O principal estado produtor de laranja no Brasil é São 
Paulo, responsável por aproximadamente 70% da produção nacional, seguido por 
Paraná, Minas Gerais, Bahia e Sergipe (IBGE, 2013). Segundo levantamentos 
realizados pelo Fundecitrus – Fundo de Defesa da Citricultura, para a safra 2015/2016, 
estima-se que a produção comercial de laranja para os estados de São Paulo e Minas 
Gerais seja de 278,9 milhões de caixas de 40,8 kg, e que, dessa produção, 80% será 
destinada às indústrias processadoras de suco e 20% irão para o mercado in natura 
(FUNDECITRUS, 2015). Devido à sua contribuição econômica para o país, é 
importante a manutenção da qualidade e rendimento do setor citrícola, que enfrenta 
grandes desafios relacionados à queda nas exportações, pragas e doenças. Entre 
essas doenças está a Mancha Preta dos Citros (MPC), causada pelo fungo      
Phyllosticta citricarpa, a qual é caracterizada pelo aparecimento de lesões com borda 
marrom e um halo amarelo ao redor do centro, onde se encontram pontuações pretas 
(picnídios). Além da MPC atingir frutos maduros, as lesões podem aparecer também 
no período de pós-colheita, durante o armazenamento e transporte 
(FEICHTENBERGER, 1996). Embora as lesões estejam restritas ao flavedo e não 
afetem a sua qualidade interna, os depreciam visualmente e, consequentemente, as 
mesmas diminuem sua aceitação pelos consumidores no mercado in natura. Além de 
que, em pomares mais gravemente afetados pela doença, há a queda prematura dos 
frutos (KOTZÉ, 1981) acarretando grandes prejuízos na produção.  
O controle da MPC é feito através da aplicação de fungicidas de duas a seis vezes 
por ano, devido ao longo período de susceptibilidade dos frutos (FUNDECITRUS, 
2008). Esse tipo de controle encarece a produção e pode trazer consequências 
danosas ao ambiente quando não utilizados corretamente.  Para criação de alternativas 
ao controle químico com fungicidas, um maior entendimento da MPC se faz necessário 




Acredita-se que na epidemiologia da MPC, os ascósporos tenham um papel 
determinante na dispersão da doença. Embora Timossi e colaboradores (2003) tenham 
descrito a produção de ascósporos em laboratório, o ciclo sexual em P. citricarpa ainda 
não está completamente esclarecido e tal produção não foi repetida com sucesso até 
então. Uma possível explicação seria o heterotalismo de P. citricarpa, fazendo-se 
necessária a inoculação conjunta de linhagens sexualmente compatíveis. Em 2002, 
Baayen e colaboradores já haviam sugerido que P. citricarpa é heterotálica ao afirmar 
que não foi observada a produção de estruturas de reprodução sexuada em laboratório, 
enquanto que a espécie intimamente relacionada P. capitalensis apresentou produção 
de pseudotécios e, portanto, é evidentemente homotálica. Os Ascomicetos são 
caracterizados pela formação dos ascósporos dentro de uma estrutura denominada 
asco e são agrupados em classes de acordo com o tipo de corpo de frutificação e forma 
de liberação dos ascósporos (PÖGGELER et al., 2006). 
 A reprodução sexual em Ascomicetos é controlada por um único mating type 
locus denominado MAT1, que é representado por dois idiomorfos conhecidos como 
MAT1-1, que codifica fatores de transcrição para proteína de domínio alfa, e MAT1-2, 
que codifica fatores de transcrição para proteína de domínio de alta mobilidade (HMG) 
(TURGEON e YODER, 2000; ARZANLOU, et al., 2010). Desta forma, a caracterização 
e descrição dos idiomorfos mating type visa contribuir com o conhecimento sobre o ciclo 
sexual de P. citricarpa, espécie essa de importância agrícola e contribuir com estudos 
de reprodução in vitro, através da produção de ascósporos e sua utilização em 
experimentos que necessitem da reprodução de sintomas em laboratório. Embora já 
existam estudos com outros patógenos relacionando os genes APN2 (DNA Lyase) e 
SLA2 (controle de montagem do citoesqueleto) como regiões flanqueadoras comuns 
dos idiomorfos MAT1-1 e MAT1-2 (TURGEON et al., 1993; METZENBERG e GLASS, 
1990) e a função de regular o ciclo sexual em fungos, estes idiomorfos não apresentam 
homologia nas sequências de nucleotídeos entre diferentes espécies (KLIX et al., 
2010). Compreender os fatores que controlam os modos de reprodução de um 
organismo é importante porque padrões de herança afetam os principais processos 
ecológicos e evolutivos (OTTO, 2009), bem como auxiliam no entendimento do ciclo da 
doença através do estudo da evolução e controle de patógenos (ARZANLOU et al., 
2010; TSUI et al., 2013; BIHON et al., 2014).  
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Neste trabalho, além da identificação e sequenciamento do locus MAT, foi 
desenvolvido um protocolo de PCR Multiplex para facilitar estudos de distribuição e/ou 
incidência de diferentes mating types em determinada região, podendo assim prever o 
risco de ocorrência de reprodução sexual e disseminação da doença, além de facilitar 































2.1. Objetivos gerais 
Contribuir para o conhecimento do ciclo sexual do fungo Phyllosticta citricarpa 
através do estudo do locus MAT1, responsável pela regulação sexual e produção de 
ascósporos, cuja estrutura é a principal forma de dispersão da Mancha Preta dos Citros. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 Identificar e sequenciar o locus MAT1 em linhagens de P. citricarpa. 
 Caracterizar e descrever os idiomorfos MAT1-1 e MAT1-2 em linhagens de         
P. citricarpa. 
 Facilitar estudos de reprodução in vitro. 
 Determinar se os idiomorfos MAT1 encontram-se em proporções semelhantes 
em campo. 
 Desenvolver PCR Multiplex específico para os idiomorfos MAT1-1 e MAT1-2 do 
locus MAT1 em P. citricarpa. 
 Correlacionar filogeneticamente o locus MAT1 entre espécies pertencentes à 













3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
3.1.  Phyllosticta citricarpa e a Mancha Preta dos Citros 
A Mancha Preta dos Citros (MPC) é causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa 
(McAlpine) Aa (1973), cuja fase sexuada foi denominada como Guignardia citricarpa 
Kiely (1948). Em 2011, após o Simpósio “The Amsterdan Declaration on Fungal 
Nomenclature”, ocorrido em Amsterdã com o propósito de criar um sistema de 
nomenclatura único para todos os fungos, ficou decidido que a prioridade deve ser dada 
ao nome cujo gênero foi antes descrito, entrando em vigor a partir de 1° de janeiro de 
2013. Guignardia foi descrito em 1892 e Phyllosticta em 1818, portanto o nome 
oficialmente em uso é P. citricarpa (WULANDARI et al., 2009; HAWKSWORTH et al., 
2011). 
P. citricarpa pertence ao filo Ascomicota, classe Dotideomicetos, ordem 
Botryosphaeriales e, a partir dos estudos filogenéticos, morfológicos e ecológicos 
realizados por Slippers e colaboradores (2013) e Wikee e colaboradores (2013),             
P. citricarpa, bem como todas as espécies do gênero Phyllosticta, foi classificada como 
pertencente à família Phyllostictaceae e não mais à família Botryosphaeriaceae. 
As espécies do gênero Phyllosticta são, em sua maioria, fitopatógenos de uma 
grande variedade de hospedeiros (GLIENKE et al., 2011; WANG et al., 2012), existindo 
cerca de 3405 espécies listadas para o gênero Phyllosticta no MycoBank 
(http://www.mycobank.org/; acessado Junho 2015), 3215 espécies listadas no Index 
Fungorum (http://www.indexfungorum.org/; acessado Junho 2015), e 32 espécies do 
gênero relacionadas à espécies de citros, sendo elas patogênicas, endofíticas e/ou 
sapróbias segundo o USDA Fungal Database (http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/; 
acessado Junho 2015).  
A doença foi descrita pela primeira vez na Austrália em 1895 (SUTTON e 
WATERSON, 1966), e desde então vem causando prejuízos à cultura dos citros em 
todos os continentes, exceto aos países da Europa onde a doença não foi detectada, 
sendo considerada uma doença quarentenária A1. As cargas provenientes de países 
onde a doença já foi detectada enfrentam barreiras fitossanitárias que impedem a 
disseminação da doença nesse continente (EFSA, 2014).  
O ciclo da MPC começa com a produção de ascósporos em folhas caídas em 
processo de decomposição (REIS et al., 2006). Os ascósporos são esporos sexuados 
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liberados em condições de umidade e temperatura ideais, e então dispersos pelo vento 
e responsáveis pela disseminação da doença a outras plantas de citros (HUANG, 1972; 
REIS, 2006). Após instalada, a doença pode permanecer latente sem o aparecimento 
de sintomas por anos (McONIE, 1964a). Em situações ambientais propícias, o fungo 
causa lesões nas cascas dos frutos onde são produzidos os picnídios, esporos 
assexuados responsáveis pela dispersão da doença a curtas distâncias, geralmente 
pela água da chuva, e que agrava a infecção na própria planta (SPÓSITO et al., 2008). 
A MPC é responsável por grandes perdas em frutos de laranja doce, tanto em frutos 
nos pomares quanto na fase pós-colheita (SUTTON e WATERSTON, 1966).  
Quase todas as variedades de laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e limões 
(C. limon (L.) Burm.) de interesse comercial são suscetíveis à doença, bem como outras 
variedades de Citrus spp. Como exceções, a laranja ácida (C. aurantium L.) e seus 
híbridos que são resistentes à doença (KOTZÉ, 1981) e a lima ácida Tahiti (C. latifolia), 
que embora o fungo possa ser isolado de suas folhas e frutos, não é sensível à doença 
(BALDASSARI et al.; 2008). 
 
3.2.  Reprodução sexuada em ascomicetos  
Reprodução sexual é uma característica que confere vantagens ecológicas aos 
organismos, dando origem a uma grande diversidade de genomas com maior 
habilidade de adaptação a mudanças ambientais quando comparados a populações de 
reprodução assexuada (KLIX et al., 2010; HEITMAN et al., 2013). 
Os fungos possuem diferentes tipos de reprodução sexual, como encontro de 
sexos opostos, auto-fertilidade, ciclo parassexual ou ainda a presença de múltiplos 
sexos (KRONSTAD, 2007). O comportamento sexual em fungos pode ser melhor 
explicado através da regulação pelo locus mating type (MAT1) que codifica fatores de 
transcrição responsáveis pela reprodução sexual, além de componentes de sinalização 
como feromônios, receptores de feromônios, proteínas quinases e outros fatores que 
controlam o desenvolvimento sexual, como foi descrito em ascomicetos do gênero 
Aspergillus (COPPIN et al., 1997; KRONSTAD, 2007). A grande maioria das espécies 
pertencentes ao filo Ascomicota contém um único locus mating type (MAT1) 
responsável pela sua identidade sexual e pela fertilidade, visto que já foi observado que 
a supressão desses genes resulta em ausência de ascósporos (PAOLETTI et al., 2007). 
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Existem espécies em que, para que haja compatibilidade e consigam realizar a 
reprodução sexuada, deve haver o encontro de dois indivíduos de mating types opostos 
(heterotalismo). Cada linhagem deve possuir um diferente idiomorfo no locus MAT1, 
sendo eles MAT1-1 que codifica uma proteína regulatória de domínio alpha-box e 
MAT1-2 que codifica proteína regulatória de domínio High Mobility Group (HMG) 
(TURGEON e YODER, 2000). São chamados idiomorfos porque não têm homologia de 
sequências significativa e codificam para diferentes fatores de transcrição, não podendo 
assim ser chamados de alelos (YUN et al., 1999). O uso do termo idiomorfo fica restrito 
a descrever o locus apenas em espécies heterotálicas, sendo inapropriado para 
espécies homotálicas (DEBUCHY et al., 2010).  
Groenewald e colaboradores (2007) desenharam primers degenerados capazes 
de amplificar regiões de ambos os idiomorfos MAT1-1 e MAT1-2 dos fungos 
morfologicamente relacionados Dothistroma septosporum e Dothistroma pini, 
responsáveis pela doença Queima de Acículas ou Queima de Dotistroma em pinheiros. 
Tais primers foram capazes de distinguir os dois fungos e os diferentes mating types 
dessas espécies. Já Dyer e colaboradores (2001), não obtiveram o mesmo sucesso 
com as espécies heterotálicas Tapesia yallundae e Tapesia acuformis, onde os primers 
desenhados para os genes MAT de T. yallundae não foram capazes de amplificar os 
mesmos genes de T. acuformis. Li e colaboradores (2013) ainda identificaram 
elementos transponíveis nos loci MAT de algumas linhagens de                         
Blastomyces dermatidis, tornando-os excepcionalmente grandes quando comparados 
aos locus MAT de outros fungos dimórficos e dificultando ainda mais sua identificação. 
O trabalho de Maba (2014) sugere que P. citricarpa é uma espécie heterotálica, pois 
foram identificadas linhagens contendo genes MAT1-1-1 ou MAT1-2-1.  
Existem espécies que por muito tempo foram consideradas assexuadas, e 
através de análises moleculares de mating type foi demonstrado que possuem a 
maquinaria necessária para realizar o ciclo sexual por reprodução heterotálica. Como 
por exemplo no caso da espécie de grande valor biotecnológico                              
Penicillium chrysogenum (BÖHM et al., 2012) que mesmo sendo estudado a mais de 
80 anos ainda não tinha seu ciclo sexual descrito. Outro exemplo é o patógeno 
oportunista Aspergillus fumigatus que teve seu locus MAT identificado como 
heterotálico por Paoletti e colaboradores (2005), após analisar 290 linhagens e revelar 
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a presença dos idiomorfos MAT1-1 e MAT1-2 em iguais proporções. Os autores 
afirmam que os dados expostos nesse trabalho indicam que A. fumigatus possui uma 
história evolutiva de recombinação sexual recente e, portanto, potencial para realizar 
reprodução sexuada. Maba (2014) e Bihon e colaboradores (2014) demonstraram a 
dificuldade de observar em laboratório a formação de corpos de frutificação em                
P. cirtricarpa e em D. pinea, respectivamente, não obtendo sucesso após inúmeros 
cruzamentos in vitro. Uma possível explicação para isso é de que condições específicas 
necessárias para a realização do ciclo sexual não tenham sido atingidas.  
Os genes mating type são também encontrados em espécies homotálicas de 
ascomicetos, nas quais o micélio é auto fértil e não há necessariamente fecundação 
cruzada nem tipos de pareamento (AZEVEDO e ESPOSITO, 2010). Algumas dessas 
espécies possuem os dois genes MAT (MAT1-1-1 e MAT1-2-1) presentes no genoma, 
e podem estar organizados de várias formas: fusionados, ligados em uma mesma 
região ou em loci separados (YUN et al., 1999; PAOLETTI et al., 2007; DEBUCHY et 
al., 2010). Homotalismo pode servir como garantia reprodutiva, mantendo genótipos 
bem adaptados em áreas onde parceiros compatíveis sejam escassos (PAOLETTI et 
al., 2007). A comparação entre algumas possíveis organizações do locus MAT pode 
ser observada na Figura 1, que mostra espécies do gênero Cochliobolus que foram 
estudadas por Yun e colaboradores (1999) a fim de tentar esclarecer se o homotalismo 
é derivado do heterotalismo ou vice-versa. Como o locus MAT é responsável por 
controlar o processo reprodutivo, a comparação entre suas sequências pode mostrar 
mudanças nesse processo ao longo do tempo. Além dos exemplos mostrados por esse 
autor, existem outras possíveis organizações do locus MAT descritas na literatura. 
Zaffarano e colaboradores (2010) descreveram a estrutura do locus MAT do complexo 
de espécies pertencente à Phialochepala fortinii s.l. – Acephala applanata, 
demonstrando a presença do gene MAT1-1-3 em algumas das espécies estudadas e 
até mesmo a presença de um elemento transponível em Acephala applanata. 
Yokoyama e colaboradores (2006) estudaram o locus MAT de fungos da família 
Clavicipitaceae, pertencente à classe Sordariomicetos. Esses fungos geralmente 
possuem 3 genes mating type no locus MAT1-1 – MAT1-1-1, MAT1-1-2 e MAT1-1-3 – 
porém, em Neotyphodium unconatum, o gene MAT1-1-3 mostrou-se interrompido por 





FIGURA 1: ORGANIZAÇÃO DOS LOCI MAT EM ESPÉCIES HOMOTÁLICAS E HETEROTÁLICAS DO 
GÊNERO Cochliobolus. 
FONTE: YUN et al., 1999. 
Nota: O arranjo para as espécies heterotálicas era basicamente o mesmo. Já para espécies homotálicas 




Um exemplo da peculiaridade na organização do locus MAT em espécies 
homotálicas é o caso encontrado por Chitrampalam e colaboradores (2013) em 
linhagens de Sclerotinia sclerotinum, que é um fungo fitopatogênico descrito como 
homotálicos por possuir os dois genes MAT fusionados. Porém, em algumas linhagens 
estudadas foi encontrada uma região de 3,6 kb de inversão a cada geração meiótica, 
resultando na inversão dos genes MAT1-2-1 e MAT1-2-4 e ainda truncando o gene 
MAT1-1-1 na extremidade 3’, afetando a expressão gênica entre linhagens com a 
inversão e sem a inversão. Não se sabe o que desencadeia esse processo, mas em 
células sanguíneas humanas esses eventos são causados por recombinação 
homóloga não alélica. Esse tipo de recombinação também já foi descrito em 
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Saccharomyces cerevisiae, resultando em rearranjos do seu genoma (HOANG et al., 
2010). 
Conhecer os modos de reprodução e os mecanismos envolvidos no ciclo sexual 
de espécies de interesse agronômico, bem como conseguir realizar a reprodução 
sexuada em laboratório são importantes ferramentas para a análise genética desses 
fungos e da sua correlação com os hospedeiros. 
3.3. PCR Multiplex  
 Reação em cadeia polimerase (PCR) multiplex difere da PCR comum pelo fato 
de que dois ou mais loci são amplificados simultaneamente na mesma reação 
(HENEGARIU et al., 1997; ELNIFRO et al., 2000), economizando tempo e reagentes. 
Essa tem sido uma tecnologia muito utilizada na área de diagnósticos moleculares 
desde a década de 90 (WOLCOTT, 1992), e desde então são várias as áreas de sua 
aplicabilidade, dentre elas estão a análise de mutações (TALY et al., 2013), detecção 
de polimorfismos de nucleotídeo único, inserções e deleções (ZHENG et al., 2014). Na 
área das doenças infecciosas, se mostrou um bom método para identificação de 
bactérias, fungos e outros parasitas (HENDOLIN et al., 1997; CÔTÉ et al., 2004; 
TANIUCHI et al., 2011). 
 PCR Mutiplex é um método muito utilizado na identificação de fungos de 
importância agronômica. Demeke e colaboradores (2005) utilizaram esse teste na 
identificação de nove espécies de fungo do gênero Fusarium, causadores de uma das 
mais importantes doenças fúngicas de cereais ao redor do mundo, a fusariose do trigo. 
Chen e colaboradores (2008) identificaram duas diferentes espécies de fungos 
causadores de oídio em campos de girassol no Taiwan, Podosphaera xanthii e 
Golovinomyces cichoracearum, através desse método. Fu e colaboradores (2014) 
utilizaram PCR Multiplex na identificação do fungo Villosiclava virens como homotálico, 
visto que esse apresentou amplificações referentes aos genes MAT1-1-1 e MAT1-2-1 
nos resultados observados em gel de agarose.  
 PCR Multiplex pode também ser utilizada para detectar diferentes genes de um 
mesmo organismo. Poirel e colaboradores (2011) utilizaram essa técnica na 
identificação de genes codificadores de cabapenemase pertencentes a diferentes 
classes, e ainda para identificação de genes mating type, como Rubini e colaboradores 
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CAPÍTULO I – IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE GENES ENVOLVIDOS 





A reprodução sexual em fungos é controlada pelos genes mating type, presentes no 
locus MAT1. Nesse trabalho, nós investigamos a estrutura desse locus no fungo 
fitopatogênico Phyllosticta citricarpa, agente causal da Mancha Preta dos Citros. Como 
em outros Ascomicetos heterotálicos, os idiomorfos presentes no locus MAT dessa 
espécie – MAT1-1 e MAT1-2 – codificam para proteínas de domínio alfa e domínio do 
grupo de alta mobilidade (HMG), respectivamente. Em linhagens caracterizadas como 
MAT1-1, foram encontrados os genes MAT1-1-1 e MAT1-1-4. Em linhagens 
caracterizadas como MAT1-2, foram encontrados os genes MAT1-2-1 e MAT1-2-5. 
Com base nas análises das sequências obtidas de dez isolados de cada locus MAT, foi 
observado que ambos os idiomorfos possuem o gene da DNA Lyase (APN2) na região 
flanqueadora 5’, como esperado, demonstrando que ambos estão no mesmo locus, 
caracterizando assim, a espécie P. citricarpa como heterotálica. Nesse trabalho ainda 
foi desenvolvido um protocolo de PCR Multiplex contendo primers específicos para 
amplificação do gene MAT1-1-1 ou MAT1-2-1, que geram fragmentos de diferentes 
números de pares de base e possibilitam a classificação das linhagens como MAT1-1 
ou MAT1-2 em uma única reação. Análises filogenéticas das sequências de 
nucleotídeos e proteínas dos loci MAT mostraram potencial desses genes na separação 
de diversos membros da classe Dotideomicetos. 
 
Palavras-chave: Phyllosticta citricarpa, Mancha Preta dos Citros, reprodução sexual, 











IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GENES INVOLVED IN THE 




The sexual reproduction in fungi is controlled by the mating type genes, located at MAT 
locus. In this study, we investigated the structure of this locus in the phytopathogenic 
fungus Phyllosticta citricarpa, causal agent of Citrus Black Spot. As with other 
heterothallic Ascomycetes, the idiomorphs present at the MAT1 locus of this specie – 
MAT1-1 and MAT1-2 - encodes an alpha box protein and a high mobility group protein, 
respectively. In MAT1-1 strains, we found MAT1-1-1 and MAT1-1-4 genes. In MAT1-2 
strains, we found MAT1-2-1 and MAT1-2-5 genes. Based on the analysis of the 
sequences obtained from ten isolates of each MAT locus, it was observed that both 
idiomorphs have the DNA Lyase gene (APN2) in the flanking region 5’. In this study was 
developed a Multiplex PCR protocol with specific primers to amplify MAT1-1-1 or MAT1-
2-1 genes, generating fragments of different sizes and allows to classify the strains as 
MAT1-1 or MAT1-2 in a single reaction. Phylogenetic analysis of nucleotides and 
proteins sequences of MAT loci shown potential in the separation of species belonging 
to Dothideomycetes class. 
 
















A Mancha Preta dos Citros (MPC) é uma importante doença que afeta quase 
todas as variedades de laranja doce (Citrus sinensis) e limões (C. limon) (KOTZÉ, 1981) 
em quase todos os continentes, exceto na Europa, onde é considerada quarentenária 
A1 (EFSA, 2014). A MPC causa o aparecimento de lesões nas cascas dos frutos que 
o depreciam visualmente e diminuem sua aceitação no mercado in natura. Em estágios 
mais severos, causa a queda prematura dos frutos, acarretando em grandes prejuízos 
econômicos na produção (KOTZÉ, 1981).  
O agente causal da MPC é o fungo Phyllosticta citricarpa e sua dispersão ocorre 
principalmente através dos esporos produzidos por reprodução sexuada – os 
ascósporos – que são carregados pelo vento e transmitem a doença a outras plantas 
de citros, que podem estar localizadas a grandes distâncias (FUNDECITROS, 2008). 
Embora a reprodução sexuada exerça um papel importante na epidemiologia dessa 
doença, seus mecanismos ainda não foram completamente elucidados. Para isso se 
faz necessário o estudo dos genes mating type presentes no locus MAT, que são 
responsáveis pelo controle da reprodução sexual em fungos (TSUI et al., 2013). 
Os idiomorfos MAT foram encontrados em dois genomas de P. citricarpa, 
utilizando-se as sequências dos idiomorfos e do gene APN2 (DNA Lyase) de          
Diplodia pinea (BIHON et al., 2014) como referência. O gene APN2 já tinha sido 
anteriormente associado ao locus MAT1 (DEBUCHY e TURGEON, 2006; BREWER et 
al., 2011; TSUI et al., 2013). A partir disso, foram selecionados contigs que possuíam 
altos níveis de similaridade com o gene APN2 de Diplodia pinea. 
Neste trabalho, foi realizada a descrição da estrutura do locus MAT em                   
P. citricarpa e demostrado que, como acontece em outros Ascomicetos heterotálicos, 
esta espécie possui em seu locus MAT apenas um dos dois idiomorfos (MAT1-1 que 
codifica para uma proteína de domínio alfa, ou MAT1-2, que codifica para uma proteína 
de domínio de alta mobilidade) (TURGEON e YODER, 2000) e necessita o encontro de 
indivíduos de mating types opostos para que ocorra o ciclo sexual. Assim, 
demonstramos pela primeira vez que a espécie P. citricarpa é heterotálica em oposição 
a espécie proximamente relacionada e também encontrada em citros, P. capitalensis. 
Isso explica o fato de não ser possível a obtenção de ascósporos em condições de 
laboratório, quando trabalha-se com culturas puras do fungo P. citricarpa (BAAYERN 
27 
 
et al., 2002, GLIENKE et al., 2011). Essa pode ser a explicação para a dificuldade em 
reproduzir os sintomas de MPC em testes in vitro, uma vez que apenas conídios são 
inoculados. Desta forma, sugere-se a necessidade de utilização de ascósporos obtidos 
de linhagens mating types opostos para a realização do ciclo sexual in vitro. 
Um protocolo de PCR Multiplex foi desenvolvido para facilitar o screening e 
estudos de distribuição e/ou incidência de diferentes mating types de P. citricarpa em 
determinada região, podendo assim prever o risco de ocorrência de reprodução sexual 
e disseminação da doença, além de facilitar estudos de cruzamento in vitro.   
Análises filogenéticas baseadas em sequências de nucleotídeos e proteínas dos 

























2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 Linhagens utilizadas 
Para o sequenciamento de DNA foram utilizadas vinte linhagens da espécie 
Phyllosticta citricarpa pertencentes à coleção do Laboratório de Genética de 
Microrganismos – LabGeM (Tabela 2). 
 
2.2. Identificação do locus MAT a partir das sequências genômicas 
 Foram necessários genomas de duas linhagens diferentes, uma MAT1-1 e outra 
MAT1-2 para a identificação do locus MAT em P. citricarpa. As sequências genômicas 
utilizadas para identificação do gene MAT1-2-1 foram obtidas no trabalho de Pacheco 
(2014). 
 Para identificação do gene MAT1-1-1, foram utilizadas sequências genômicas 
de P. citricarpa disponíveis no GenBank (acesso: AOTE00000000.1). 
 Os idiomorfos MAT foram encontrados nesses genomas de P. citricarpa, 
utilizando-se as sequências dos idiomorfos e do gene APN2 (DNA Lyase) de          
Diplodia pinea (BIHON et al., 2014) como referência. O gene APN2 já tinha sido 
anteriormente associado ao locus MAT1 (DEBUCHY e TURGEON, 2006; BREWER et 
al., 2011; TSUI et al., 2013). A partir disso, foram selecionados contigs que possuíam 
altos níveis de similaridade com o gene APN2 de Diplodia pinea. Tais contigs foram 
então submetidos a predição de genes utilizando software online AUGUSTUS 
(http://bioinf.uni-greifswald.de/webaugustus/) e respectivas sequências de aminoácidos 
(Anexo 1). Estas sequências de aminoácidos foram então submetidas a análise através 
da plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLASTp) (ALTSCHUL et al., 1997), 
disponível no site do NCBI – “National Center for Biotechnology Information”. Após a 
predição dos genes nestes contigs, tais sequências foram utilizadas para desenho de 
primers específicos para cada gene (Tabela 1). 
 2.2. Desenho de primers específicos para DNA Lyase, MAT1-1-1, MAT1-2-1  
Pares de primers foram desenhados para cada um dos três genes através do 
Clone Manager Basic 9 – Sci-Ed Software (http://www.scied.com/pr_cmbas.htm) 
(Figura 2), sintetizados (Exxtend, Campinas, Brasil) e testados em diversos isolados de 







FIGURA 2: PRIMERS DESENHADOS PARA SEQUENCIAMENTO DA REGIÃO DO LOCUS MAT1 DE 
P. citricarpa. 
FONTE: O Autor (2015) 
 
 
2.3. Extração de DNA e amplificação por PCR 
Para extração de DNA foram feitos de 15 a 20 inóculos em placas de Petri em 
papel celofane sobre meio Batata Dextrose Agar (BDA) Fluka Analytical® e a extração 
do DNA realizada através do UltraClean® Microbial DNA Kit – MoBio, utilizando 
protocolo do fabricante. 
A reação de amplificação foi realizada contendo 0,5 U de TopTaqTM PCR Master 
Mix Quiagen, 0,2 µM de cada primer, 10 ng de DNA molde e água MilliQ para um 
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volume final de 12,5 µL. As sequências dos primers e ciclos utilizados na PCR estão 
descritos na Tabela 1.  
 As avaliações dos resultados foram realizadas em gel de agarose 1,5%, corado 
com GelRed®, visualizado sob luz UV (DNR Bio Imaging Systems Ltd.) e fotografado 
(GelCapture software). 
2.4. Seleção das linhagens de P. citricarpa para sequenciamento 
 Foi realizada uma primeira seleção em 40 linhagens de P. citricarpa com os 
pares de primers MAT111F1 e MAT111R1 que amplificam exclusivamente linhagens 
MAT1-1, e MAT125F1 e MAT125R1 (Tabela 1) que amplificam exclusivamente 
linhagens MAT1-2. Dessas, foram selecionadas 20 linhagens: dez linhagens com o 
gene MAT1-1-1 e dez linhagens com o gene MAT1-2-1 para posterior sequenciamento.  
2.5. Sequenciamento  
Os produtos das PCR foram purificados com as enzimas Exo 01 e Fast AP 
(ThermoScientific kit). A reação de sequenciamento foi realizada com cada um dos 
pares de primers correspondentes, de acordo com protocolo ABI Big Dye® Terminator 
Cycle Sequencing Kit. A purificação do DNA foi feita por SephadexTM G-50 DNA e as 
amostras foram então injetadas em sequenciador automático ABI PRISM 3500 Genetic 
Analyzer. Os gráficos gerados pelo sequenciador foram analisados e as sequências 
forward e reverse foram editadas para a obtenção de sequências consenso. Todas 
essas etapas foram realizadas através do software BioEdit. 
2.6. Alinhamento de nucleotídeos, proteínas e análise filogenética 
Sequências de nucleotídeos e de aminoácidos previstas através do software 
online AUGUSTUS (http://bioinf.uni-greifswald.de/webaugustus/) dos genes MAT1-1-1 
e MAT1-2-1 de P. citricarpa foram alinhados com sequências correspondentes de 
outras espécies de ascomicetos disponíveis no GenBank utilizando MAFFT (Multiple 
Alignment using Fast Fourier Transform) para alinhamento de múltiplas sequências de 
aminoácidos e ácidos nucleicos (KATOH e TOH, 2008). 
Árvores filogenéticas foram geradas através do método Máxima Verossimilhança 
com 1000 replicações de bootstrap utilizando os softwares MEGA 6 (TAMURA et al., 
2013) e GARLI (BAZINET et al., 2014). 
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2.7. PCR Multiplex para identificação dos idiomorfos MAT1-1 e MAT1-2 
Dentre os primers desenhados para identificação de linhagens com o gene 
MAT1-1-1 e linhagens com o gene MAT1-2-1, foram selecionados os seguintes pares 
de primers: MAT111F3 (forward) 5’ -GCA ATG TGG CAG CGC AAT CC-3’ e MAT111R3 
(reverse) 5’ -GAT GAG TCC GAT GGT CCA GA-3’ que amplificam exclusivamente o 
gene MAT1-1-1 e MAT121F6 (forward) 5’ - GAT CGT GGC AGG AGG CTT TG-3’ e 
MAT121R6 (reverse) 5’ - CTT ACC GAT CGC TGG TCG TT-3’, que amplificam 
exclusivamente o gene MAT1-2-1. Cada par de primer foi selecionado por amplificar 
apenas um gene de um dos dois idiomorfos, por não formar dímeros e apresentar 
fragmentos de diferentes números de pares de base, possibilitando assim a 
caracterização como MAT1-1 ou MAT1-2 através da visualização em gel de agarose. 
A PCR foi realizada contendo 5,2 µL de água Milli-Q autoclavada, 0,5 U de TopTaqTM 
PCR Master Mix Quiagen e 0,2 µM de cada primer, com volume final de 12,5 µL e 10 
ng de DNA. Os ciclos utilizados foram 94°C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos com 
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C, e uma extensão final por 
10 minutos a 72°C 
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TABELA 1 – LISTA DE PRIMERS E SUAS RESPECTIVAS REGIÕES DE AMPLIFICAÇÃO, SEQUÊNCIAS E CICLOS 
UTILIZADOS PARA PCR  
Primers Idiomorfo Sequências Ciclo 
DNA Lyase F1 
DNA Lyase R1 
MAT1-1 e MAT1-2 5’ ATGCCGCTCCGGATAACCTC 3’ 
3’ GAGGCCCTCCTGAATGTTGG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 57°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
DNA Lyase F2 
DNA Lyase R2 
MAT1-1 e MAT1-2 5’ TGGCTCCAGGATCGACTATG 3’ 
3’ GACGAGTTGGAGGCTGATTC 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 54°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
DNA Lyase F3 
DNA Lyase R3 
MAT1-1 e MAT1-2 5’ CTACCGCTCTACCGCAATCG 3’ 
3’ CGTGTGCCACCAGTTTCTTC 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 55°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
DNA Lyase F4 
DNA Lyase R4 
MAT1-1 e MAT1-2 5’ GCGCATGAATCAAGACAACG 3’ 
3’ GCTCCTCCTCAGAGAACAAG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 55°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT121 F2 
MAT121 R1 
MAT1-1 e MAT1-2 5' CCTGCACAACCTGCATCTTC 3' 
3’ TCGCTTTGGCACAAGGTACG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 57°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT121 F3 
MAT121 R2 
MAT1-1 e MAT1-2 5' TCTTCTGCTATGCCGAGACG 3' 
3’ GGATTCACAGGCTCACAAGG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 56°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT121 F4 
MAT121 R3 
MAT1-2 5’ CGCGGTCGATGTGGGAATTG 3’ 
3’ CCGGCTATTTCCTGTGAGAC 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 54°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT121 F5 
MAT121 R4 
MAT1-2 5’ GGAGGACAGGGTGACAAGAG 3’ 
3’ GTCCGCGGTCGACAAGAATG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 55°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT121 F6 
MAT121 R6 
MAT1-2 5’ GATCGTGGCAGGAGGCTTTG 3’ 
3’ AACGACCAGCGATCGGTAAG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 56°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT125 F1 
MAT125 R1 
MAT1-2 5’ TCCACCGATTCTCTTCTCAC 3’ 
3’ CGACGAGCTTGACGAGATTG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 52°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT125 F3 
MAT125 R3 
MAT1-2 5’ CGCGAAGCTGCAATCTCGTC 3’ 
3’ CAGACTGAGAGGGCCTTCTG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 55°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 






MAT1-1 5’ CGCGGTCGATGTGGGAATTG 3’ 
3’ TGAGCCGAAGAACAAGTTGG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 55°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT111 F1 
MAT111 R1 
MAT1-1 5’ ATGGCTGTCGCTGCAAACCTTC 3’ 
3’ CCCAAGGTCGACAAGTATGC 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 55°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT111 F2 
MAT111 R2 
MAT1-1 5’ TCCTCGCTCGAGATGCATAC 3’ 
3’ AGAGCCTGGTCATTGGATTG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 54°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
MAT111 F3 
MAT111 R4 
MAT1-1 5’ GCAATGTGGCAGCGCAATCC 3’ 
3’ ACTTCAAATCCGACCGACTG 5’ 
94°C por 1’, seguido por 30 ciclos de 94°C 
por 30’’, 55°C por 40’’ e 72°C por 40’’ e 
uma extensão final de 72°C por 7’ 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1. Identificação do locus MAT 
 Para a identificação dos locus MAT foram utilizados os genomas de duas 
linhagens de P. citricarpa. Para tanto, utilizou-se a sequência do gene APN2 de 
Diplodia pinea como referência. Uma sequência com homologia a este gene foi 
encontrada no contig 4071 (acesso: AOTE01003969) de aproximadamente 9 kb, 
do genoma de P. citricarpa CGMCC3.14348 (acesso: AOTE00000000.1) e no 
contig 201 da linhagem LGMF05 de aproximadamente 175 kb. Tais contigs foram 
analisados através da plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLASTx) 
(ALTSCHUL et al., 1997), disponível no site do NCBI. Foi observado um 
fragmento de 317 pb similar ao gene MAT1-1-1 de Diplodia pinea no genoma de 
P. citricarpa CGMCC3.14348.  Não foram identificados genes com similaridade 
ao gene MAT1-2-1 no genoma desse isolado. Por outro lado, foi identificado no 
contig 201 da linhagem LGMF05 uma região de similaridade com o gene MAT1-
2-1 que codifica para a proteína que contém HMG box. Não foi encontrada 
nenhuma região de homologia com o gene MAT1-1-1 no genoma desta 
linhagem. Estas sequências foram utilizadas para o desenho de primers para a 
caracterização do locus MAT1 de P. citricarpa. 
 3.2. Sequenciamento de linhagens com os idiomorfos MAT1-1 e 
MAT1-2 
 Para a reação de sequenciamento foram selecionadas dez linhagens 
MAT1-1 e dez linhagens MAT1-2 dentro da coleção microbiológica do LabGeM, 
as quais estão indicadas com asterisco na Tabela 2. As linhagens previamente 
caracterizadas como MAT1-1 ou MAT1-2 através da ferramenta Blastx tiveram 
o locus MAT confirmado por sequenciamento. Não foram observadas diferenças 
nucleotídicas nas sequências de linhagens pertencentes a um mesmo idiomorfo 
MAT. Resultados semelhantes já foram descritos na literatura para outros 
fungos, onde não foram encontradas diferenças intra-específicas significativas 
(BENNET et al., 2003; TSUI et al., 2013).  
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TABELA 2: LINHAGENS DE Phyllosticta citricarpa UTILIZADAS NESSE 
ESTUDO, MATING TYPE, CÓDIGO DA LINHAGEM, ORIGEM, TECIDO 
VEGETAL DE ISOLAMENTO E HOSPEDEIRO  
Mating Type Linhagem Origem Substrato Hospedeiro 
MAT1.1 LGMF 15 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 16 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 24 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 32 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 33 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 34 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 41 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 49 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 50 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 53 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 56 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 59 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 63 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 66 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 78* Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 83* Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 89* Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 90* Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 92 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 98 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 103 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 105 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 108 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 109 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 111 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 113 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 115 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 




 LGMF 134* Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 145* Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 146 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 159* Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 162* Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 170* Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 179 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 193 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 216 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Folha Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 309* Quarteirão dos Órfãos 
(Paraná, Brasil) 
Folha Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 312 Quarteirão dos Órfãos 
(Paraná, Brasil) 
Folha Tangerina; Citrus 
reticulata 
MAT 1.2 LGMF 04 Conchal (São Paulo, Brasil) Folha Lima Tahiti; Citus 
latifolia 
 LGMF 05* Conchal (São Paulo, Brasil) Fruto Lima Tahiti; Citus 
latifolia 
 LGMF 06* Conhchal (São Paulo, Brasil) Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 20 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 22 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 25 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 28 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 30* Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Laranja; Citrus sinensis 
 LGMF 44 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 45 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 52 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 54* Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 55 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 61* Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 64 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 65 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 69 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 75 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 




 LGMF 86 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 88 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 91 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 96 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 97 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 102* Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 104 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 106 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 114* Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 122* Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 127* Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 143 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 144 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 153 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 161 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 169 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 171* Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 180 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 183 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 184 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 187 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 194 Cerro Azul (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 202 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 203 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 204 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 205 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 206 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 




 LGMF 210 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 211 Dr. Ulysses (Paraná, Brasil) Fruto Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 241 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Folha Limão cravo; Citrus 
limonia 
 LGMF 246 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Folha Limão cravo; Citrus 
limonia 
 LGMF 280 Ribeirão do Scheffer (Paraná, 
Brasil) 
Folha Tangerina; Citrus 
reticulata 
 LGMF 283 Quarteirão dos Órfãos 
(Paraná, Brasil) 
Folha Tangerina; Citrus 
reticulata 
* Linhagens utilizadas para o sequenciamento. 





3.3. Estrutura do locus MAT1 e suas regiões flanqueadoras 
 O comprimento dos genes mating type foram previstos através do 
programa FGENESH+ gene prediction (SOLOVYEV, 2007). O gene MAT1-1-1 
de P. citricarpa possui 1500 pb (499 aa) e está no mesmo locus do gene MAT1-
1-4 (873 pb e 290 aa), semelhante ao observado em Diplodia pinea (BIHON et 
al., 2014). Segundo Groenewald (2007), a proteína codificada pelo gene MAT1-
1-4 é da família das metalotioneínas, as quais são pequenas proteínas ligadoras 
de metal encontradas em todos os eucariotos e em vários procariotos 
(BLINDAUER et al., 2001; COYLE et al., 2002). Essa proteína já foi descrita 
como necessária para o normal funcionamento dos apressórios e à 
patogenicidade em Magnaporthe grisea (TUCKER et al., 2004). Além disso, foi 
sugerido seu envolvimento na via de especialização da célula e morfogênese 
sexual em Pyrenopeziza brassicae (SINGH e ASHBY, 1998). Porém, a 
importância dessa proteína no desenvolvimento sexual de fungos ainda não está 
completamente elucidada.  
O gene MAT1-2-1 de P. citricarpa possui 1218 pb e codifica para uma 
proteína de 405 aminoácidos. Ainda no mesmo locus foi demonstrada a 
presença do gene MAT1-2-5 com um tamanho de 1101 pb (323 aa). Dados 
semelhantes foram encontrados em Diplodia pinea (BIHON et al., 2014) e em 
Pseudogymnoascus destructans, fungo causador da Síndrome do Nariz Branco 
em morcegos (PALMER et al., 2014). A busca realizada utilizando a ferramenta 
BLASTx com o gene MAT1-2-5 não mostrou homologia significativa com 
proteínas previamente descritas. Esse gene recebeu tal denominação porque foi 
o quinto a ser descoberto e associado ao idiomorfo MAT1-2 (BIHON et al., 2014). 
 O gene da enzima DNA Lyase (APN2) foi encontrado em ambos os 
genomas de P. citricarpa. Esse gene se encontra na região flanqueadora 5’ muito 
próximo ao locus MAT, como previamente descrito para a maioria dos 
Dotideomicetos heterotálicos (DEBUCHY et al., 2010). O mesmo não é 
observado em Diplodia pinea, na qual existem 5 genes entre o locus MAT e o 
gene da DNA Lyase, resultando em aproximadamente 13 kb de distância entre 
ambos (BIHON et al., 2014). Em Grosmannia clavigera, um importante patógeno 
de coníferas, o gene APN2 está 15 kb distante do locus MAT (TSUI et al., 2013). 
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 A presença exclusiva de um idiomorfo MAT (MAT1-1 ou MAT1-2) no 
mesmo locus nos genomas das linhagens de P. citricarpa estudadas, evidenciam 
essa espécie como heterotálica. Sendo assim, para que ocorra o ciclo sexual 
nesse fungo, se faz necessária a presença de indivíduos de mating types 
opostos. 
 A organização do gene da DNA Lyase e dos genes do locus MAT pode 
ser observada na Figura 3. 
FIGURA 3: ORGANIZAÇÃO DO LOCUSMAT1 NA ESPÉCIE HETEROTÁLICA P. citricarpa. 
FONTE: O Autor (2015) 
Nota: A barra de escala indica o tamanho dos idiomorfos MAT, bem como de seu gene 
flanqueador DNA Lyase e a distância entre eles. Setas indicam o sentido de transcrição. Traços 
pretos indicam íntrons. 
 
3.4 . PCR Multiplex para identificação dos idiomorfos MAT1-1 e MAT1-2 
 Um protocolo de PCR Multiplex utilizando os primers MAT111F3, 
MAT111R3, MAT121F6 e MAT121R6 (Tabela 1) para identificação rápida e 
eficiente de cada idiomorfo MAT foi desenvolvido neste trabalho. Como pode-se 
observar na figura 4, linhagens que possuem o gene MAT1-1-1 amplificam um 
fragmento de 606 pb, enquanto que linhagens que possuem o gene MAT1-2-1 
amplificam um fragmento de 692 pb. Das 91 linhagens testadas, 100% 
apresentaram bandas visíveis de 606 ou 692 pb. A PCR Multiplex já foi utilizada 
anteriormente com sucesso na identificação de genes mating type para os 
fungos heterotálicos Tuber melanosporum (RUBINI et al., 2010),                    
Tapesia yallundae e Tapesia acuformis (DYER et al., 2001). No trabalho de Dyer 
41 
 
e colaboradores (2001) foi utilizado um primer forward comum para os idiomorfos 
MAT1-1 e MAT1-2 em T. yallundae e dois primers específicos para as 
sequências dos idiomorfos MAT1-1 ou MAT1-2. Porém, em T. acuformis houve 
fraca ou nenhuma amplificação utilizando-se os mesmos pares de primers, 
corroborando com estudos que afirmam a grande dissimilaridade nas 
sequências dos genes mating type entre espécies (LI et al., 2013), inclusive entre 
espécies do mesmo gênero. Além disso, PCR Multiplex para os genes mating 
type também já foi utilizada na identificação do fungo Villosiclava virens como 
homotálico, por possuir tanto o gene MAT1-1-1 quanto MAT1-2-1 em seu 
genoma, apresentando ambas as bandas de 256 e 222 pb em 90% dos isolados 
testados (FU et al., 2014). 
 
FIGURA 4: PRODUTOS DE AMPLIFICAÇÃO DE PCR MULTIPLEX PARA LINHAGENS DE       
P. citricarpa MAT1-1 (606 PB) E MAT1-2 (692 PB). 
FONTE: O Autor (2015) 
 
 O protocolo de PCR Multiplex mating type específico desenvolvido nesse 
trabalho foi capaz de identificar as linhagens de P. citricarpa testadas como 
MAT1-1 ou MAT1-2, gerando amplificações de fragmentos com diferentes 
números de pares de base em uma mesma reação e facilmente identificáveis em 
gel de agarose. Foram testadas 91 linhagens de diversos locais de origem 
(Tabela 2), sendo que 58,24% foram caracterizadas como MAT1-2 e 41,76% 
como MAT1-1. Também foram analisadas as proporções das populações de 
cada um dos pomares separadamente e análises de qui-quadrado indicam que 
a relação de MAT1-1 e MAT1-2 não é significativamente diferente de 1:1 






FIGURA 5: GRÁFICOS MOSTRANDO AS PROPORÇÕES DOS IDIOMORFOS MAT1-1 E 
MAT1-2 NOS POMARES DE CERRO AZUL, DR. ULYSSES E RIBEIRÃO DO SCHEFFER. 
FONTE: O Autor (2015) 
 
A PCR Multiplex para os genes mating type pode ser utilizada em estudos 
de distribuição e/ou incidência de diferentes mating types em determinada região 
prevendo o risco de ocorrência de reprodução sexual, além de facilitar estudos 
de cruzamento in vitro. Outra aplicação importante é a seleção de linhagens de 
diferentes mating types para a produção de ascósporos em experimentos de 
indução de sintomas de MPC in vitro. 
 
 3.5. Árvores filogenéticas baseadas em sequências de genes mating 
type 
Para as análises filogenéticas foram utilizadas sequências de 
nucleotídeos e aminoácidos dos genes mating type de fungos fitopatogênicos 
pertencentes a diversas famílias da classe Dotideomicetos. As árvores 
filogenéticas geradas utilizando sequências de aminoácidos (Figura 6) e 
nucleotídeos (Figura 7) do gene MAT1-1-1 apresentaram a mesma topologia e 
ambas estão em concordância com a filogenia de Dotideomicetos descrita por 
Schoch e colaboradores (2009). Em todas as análises pode-se observar um 
clado formado pelas linhagens Pseudocercospora musae,           
Pseudosercospora fijiensis, Dothistroma septosporum, Cercospora beticola e 
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Mycosphaerella graminicola, todos pertencentes a família Mycosphaerellaceae. 
O segundo clado é formado pelas linhagens Diplodia pinea e                     
Phyllosticta citricarpa pertencentes às famílias Botryosphaeriaceae e 
Phyllostictaceae, respectivamente, e as últimas duas linhagens,              
Cohilobolus heterostrophus e Alternaria alternata, à família Pleosporaceae. Uma 
pequena divergência foi observada na árvore filogenética gerada a partir de 
sequências nucleotídicas, onde a linhagem de Cercospora beticola está 
















FIGURA 6: ANÁLISE FILOGENÉTICA DE SEQUÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS DO GENE MAT1-
1-1. 
Nota: Porcentagem de boostrap com 1000 reamostragens através de análise de Máxima 











FIGURA 7: ANÁLISE FILOGENÉTICA DE SEQUÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO GENE 
MAT1-1-1. 
Nota: Porcentagem de boostrap com 1000 reamostragens através de análise de Máxima 




 As árvores filogenéticas geradas a partir de sequências de aminoácidos 
(Figura 8) e nucleotídeos (Figura 9) do gene MAT1-2-1 mostraram a mesma 
topologia e ambas estão em concordância com a filogenia de Dothideomicetos 
descrita por Schoch e colaboradores (2009). Cercospora beticola está 
novamente alocada como uma espécie mais externa ao clado da família 
Mycosphaerellceae na árvore filogenética gerada a partir de sequências de 














FIGURA 8: ANÁLISE FILOGENÉTICA DE SEQUÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS DO GENE     
MAT1-2-1. 
Nota: Porcentagem de boostrap com 1000 reamostragens através de análise de Máxima 














FIGURA 9: ANÁLISE FILOGENÉTICA DE SEQUÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO GENE 
MAT1-2-1. 
Nota: Porcentagem de boostrap com 1000 reamostragens através de análise de Máxima 




Análises filogenéticas das sequências de nucleotídeos do gene DNA 
Lyase e de aminoácidos da proteína correspondente não mostraram diferenças 
entre linhagens caracterizadas como MAT1-1 e MAT1-2. Sendo assim, 
demonstramos que as cópias do gene APN2 nas duas linhagens de P. citricarpa 
(MAT1-1 e MAT1-2) são idênticas e são ortólogas em relação aos demais 
ascomicetos analisados aqui. Ainda, a análise filogenética deste gene mostrou-
se eficaz para a classificação em nível de gênero, porém não apresenta 
correlação filogenética entre os idiomorfos MAT (Figuras 10 e 11). O gene da 
DNA Lyase também mostrou topologia de árvore similar à observada por Schoch 
e colaboradores (2009) na árvore filogenética da Classe Dotideomicetos, porém, 
na análise filogenética baseada em sequências de aminoácidos a linhagem 










pertencentes as famílias Phyllostictaceae e Botryosphaeriaceae, não agrupando 




FIGURA 10: ANÁLISE FILOGENÉTICA DE SEQUÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DA ENZIMA 
DNA Lyase. 
Nota: Porcentagem de boostrap com 1000 reamostragens a partir de análise de Máxima 
Verossimilhança estão indicados a esquerda dos nós. A árvore foi enraizada com 









FIGURA 11: ANÁLISE FILOGENÉTICA DE SEQUÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS DA ENZIMA 
DNA Lyase. 
Nota: Porcentagem de boostrap com 1000 reamostragens a partir de análise de Máxima 
Verossimilhança estão indicados a esquerda dos nós. A árvore foi enraizada com 
Ophiocordyceps sinensis (KC437356). 
 
 
 Como já dito anteriormente, o termo idiomorfo é utilizado para designar 
sequências de genes que ocupam a mesma posição no cromossomo, porém são 
estruturalmente diferentes, codificam para diferentes fatores de transcrição e 
normalmente não se recombinam, fazendo com que sejam caracteres 
filogeneticamente independentes (KOHMOTO e YODER, 1997). Vários autores 
defendem que os genes mating type tem grande potencial como marcadores 
moleculares para análises filogenéticas (YUN et al., 2000; PÖGGELER, 2001; 
DU et al., 2005), inclusive comparando-os a sequências Internal Transcribed 
Spacer (ITS) (DU et al., 2005), que são amplamente utilizadas em estudos 
filogenéticos de plantas e fungos devido a fatores como universalidade, 
uniformidade intragenômica, variabilidade intergenômica, baixa restrição 
funcional, entre outros (ÁLVAREZ e WENDEL, 2003). Há a hipótese de que os 








a função das proteínas ligadas ao desenvolvimento sexual (DU et al., 2005). 
Entretanto, certas regiões são conservadas enquanto outras são altamente 
variáveis e, além disso, a taxa de variação inter-específica é alta, enquanto que 
a taxa de variação intra-específica é baixa (TURGEON, 1998) podendo assim 
ser úteis na resolução de relações entre organismos mais intimamente 
relacionados (KOHMOTO e YODER, 1997).  
A topologia da árvore filogenética baseada em sequências de 
aminoácidos codificados pelos genes MAT1-1-1 e MAT1-2-1 está de acordo com 
a filogenia dos Dotideomicetos descrita por Schoch e colaboradores (2009). 
Porém, há divergência no posicionamento da linhagem de Cercospora beticola 
nas árvores geradas a partir de sequências de nucleotídeos e proteínas. Na 
árvore baseada em nucleotídeos, a linhagem C. beticola está alocada 
externamente ao clado da família Mycosphaerellaceae. Isso pode ser explicado 
pelo fato da região variável do gene MAT1-2-1 dessa espécie ser divergente 
quando comparada às sequências nucleotídicas dos outros membros da família 
Mycosphaerellaceae, porém, sua região conservada codifica a sequência de 
proteínas responsável por manter as características da família 
Mycosphaerellaceae em relação ao seu ciclo sexual. 
Diversos estudos vêm corroborando com a afirmação de que os genes 
mating type podem ser úteis na delimitação a nível de espécies devido a 
presença de uma região variável, a qual sofre processo de rápida evolução nos 
genomas. Du e colaboradores (2005) utilizaram o gene MAT1-2-1 na resolução 
de espécies do complexo Collectotrichum, e concluíram que a os genes mating 
type apresentaram melhor resolução que sequências da região ITS. O’Donnell e 
colaboradores (2004) utilizaram os genes mating type no reconhecimento de 
nove novas espécies filogeneticamente distintas de fungos produtores de toxinas 
tricotecenos no clado de Fusarium graminearum. Os autores ainda afirmam que 
os genes mating type se tornam ainda mais informativos quando incluídas 
também nas análises as regiões intergênicas. Membros da família 
Clavicipitaceae, pertencente ao filo Ascomicota, foram submetidos à análise 
filogenética utilizando os genes 18s rRNA, MAT1-1-1 e MAT1-2-1. As filogenias 
dos genes mating type mostraram-se melhores nas resoluções dentro dessa 




Com base nos dados observados, foi elucidada a estrutura do locus MAT 
de P. citricarpa e demonstrado que esse fungo fitopatogênico é heterotálico, 
apresentando em seu genoma os idiomorfos MAT1-1 ou MAT1-2. Foi 
desenvolvido um protocolo de PCR Multiplex para facilitar a identificação dos 
idiomorfos MAT1-1 e MAT1-2 de linhagens de P. citricarpa em uma única reação, 
gerando amplificações de fragmentos com diferentes números de pares de base. 
Análises filogenéticas realizadas a partir de sequências de nucleotídeos e 
aminoácidos dos genes mating type e DNA Lyase mostraram-se eficientes na 
separação das espécies selecionadas, sendo que análises utilizando sequências 
de aminoácidos e nucleotídeos apresentaram topologias semelhantes. As 
árvores utilizando sequências de aminoácidos mostraram um suporte maior para 
a separação em nível de família, em contrapartida, as árvores baseadas em 
sequências nucleotídicas apresentaram maior suporte de bootstrap nos ramos 
internos – separação em nível de gênero/espécie.  
 
CONCLUSÕES  
 O fungo Phyllosticta citricarpa é heterotálico devido a presença dos 
idiomorfos MAT1-1 ou MAT1-2 no locus MAT1. 
 Foi descrita a estrutura do locus MAT1 de Phyllosticta citricarpa em 
linhagens que contém os idiomorfos MAT1-1 e em linhagens que contém MAT1-
2. Em P. citricarpa idiomorfo MAT1-1, estão presentes os genes MAT1-1-1 e 
MAT1-1-4 próximos à região 3’ do gene da enzima DNA Lyase. Em P. citricarpa 
idiomorfo MAT1-2, estão presentes os genes MAT1-2-1 e MAT1-2-5, sendo que 
nessas linhagens, os genes também estão localizados próximos à região 3’ do 
gene da enzima DNA Lyase. 
 O protocolo de PCR Multiplex desenvolvido nesse trabalho mostrou-se 
eficiente na determinação e diferenciação dos idiomorfos MAT1-1 ou MAT1-2 de 
P. citricarpa. 
 As linhagens MAT1-1 ou MAT1-2 encontram-se em proporções 
semelhantes na coleção de cultura do LabGeM. 
 As análises filogenéticas realizadas com sequências de nucleotídeos e 
aminoácidos dos genes mating type apresentaram poder de resolução na 
classificação entre espécies pertencentes a classe Dotideomicetos. 
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5. DISCUSSÃO GERAL 
O estudo dos genes mating type é extremamente importante pois eles 
influenciam diretamente no ciclo da Mancha Preta dos Citros através do controle 
da reprodução sexual e produção dos ascósporos, responsáveis pela dispersão 
do fungo a longas distâncias. Neste trabalho, todas as sequências obtidas de 
cada um dos dez representantes de cada um dos genes mating type 
sequenciados foram idênticas, resultado compatível com estudos realizados com 
outros fungos, onde não foram encontradas variações intra-específicas 
significativas (TSUI et al., 2013). É mostrado aqui que o fungo Phyllosticta 
citricarpa é heterotálico, apresentando em seu genoma o idiomorfo MAT1-1 (alfa 
box) ou MAT1-2 (HMG box) e, portanto, requer isolados de ambos os mating 
types para completar seu ciclo sexual. 
Um protocolo de PCR Multiplex mating type específico foi desenvolvido e 
este é capaz de identificar se as linhagens de P. citricarpa testadas possuem o 
idiomorfo MAT1-1 ou MAT1-2, gerando amplificações de fragmentos com 
diferentes números de pares de base em uma mesma reação e facilmente 
identificáveis em gel de agarose. Esse teste pode ser utilizado em estudos de 
distribuição e/ou incidência de diferentes mating types e prever o risco de 
reprodução sexuada em determinada região. Além disso, este PCR multiplex é 
extremamente importante para a seleção de linhagens de mating types opostos 
e assim tentar a produção de ascos em laboratório para a realização de ensaios 
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ANEXO1: ESTRUTURA E PREDIÇÃO DOS GENES DO LOCUS MAT1 EM Phyllosticta citricarpa 
 
 
FIGURA 1: DNA LYASE + MAT1.1.4 + MAT1.1.1 DE P. CITRICARPA 
 































































































Predicted genes for sequence number 1 on both strands 
start gene g1 = DNA LYASE 
unnamed-1 AUGUSTUS gene 1 2313 0.73 + . g1 
unnamed-1 AUGUSTUS transcript 1 2313 0.41 + . g1.t1 
unnamed-1 AUGUSTUS start_codon 1 3 . + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id 
"g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS initial 1 220 0.94 + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 266 975 0.54 + 2 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 1025 1992 0.77 + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS terminal 2214 2313 0.82 + 1 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 221 265 0.54 + . transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 976 1024 0.89 + . transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 1993 2213 0.84 + . transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 1 220 0.94 + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 266 975 0.54 + 2 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 1025 1992 0.77 + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 2214 2310 0.82 + 1 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS stop_codon 2311 2313 . + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id 
"g1"; 
 







































start gene g2 : MAT1.1.4 
unnamed-1 AUGUSTUS gene 3403 5112 0.32 - . g2 
unnamed-1 AUGUSTUS transcript 3403 5112 0.15 - . g2.t1 
unnamed-1 AUGUSTUS stop_codon 3403 3405 . - 0 transcript_id "g2.t1"; gene_id 
"g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS terminal 3403 3717 1 - 0 transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 3814 3932 0.48 - 2 transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 4038 4631 0.95 - 2 transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS initial 5067 5112 0.31 - 0 transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 3718 3813 1 - . transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 3933 4037 0.48 - . transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 4632 5066 0.58 - . transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 3406 3717 1 - 0 transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 3814 3932 0.48 - 2 transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 4038 4631 0.95 - 2 transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 5067 5112 0.31 - 0 transcript_id "g2.t1"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS start_codon 5110 5112 . - 0 transcript_id "g2.t1"; gene_id 
"g2"; 























start gene g3 : MAT1.1.1 
unnamed-1 AUGUSTUS gene 5353 7293 0.64 + . g3 
unnamed-1 AUGUSTUS transcript 5353 7293 0.64 + . g3.t1 
unnamed-1 AUGUSTUS start_codon 5353 5355 . + 0 transcript_id "g3.t1"; gene_id 
"g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS initial 5353 5704 0.64 + 0 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS terminal 5840 7293 1 + 2 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 5705 5839 0.64 + . transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 5353 5704 0.64 + 0 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 5840 7290 1 + 2 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 














































FIGURA 2: DNA LYASE + MAT1.2.1 + 
MAT1.2.5 DE P. CITRICARPA 
 










































































































Predicted genes for sequence number 1 on both strands 
start gene g1 : DNA LYASE 
unnamed-1 AUGUSTUS gene 7 2319 0.56 + . g1 
unnamed-1 AUGUSTUS transcript 7 2319 0.27 + . g1.t1 
unnamed-1 AUGUSTUS start_codon 7 9 . + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id 
"g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS initial 7 226 0.81 + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 272 981 0.55 + 2 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 1031 1998 0.7 + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS terminal 2220 2319 0.74 + 1 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 227 271 0.55 + . transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 982 1030 0.91 + . transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 1999 2219 0.74 + . transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
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unnamed-1 AUGUSTUS CDS 7 226 0.81 + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 272 981 0.55 + 2 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 1031 1998 0.7 + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 2220 2316 0.74 + 1 transcript_id "g1.t1"; gene_id "g1"; 
unnamed-1 AUGUSTUS stop_codon 2317 2319 . + 0 transcript_id "g1.t1"; gene_id 
"g1"; 


























protein sequence =  










unnamed-1 AUGUSTUS transcript 3409 6504 0.09 - . g2.t2 : MAT1.2.1 
unnamed-1 AUGUSTUS stop_codon 3409 3411 . - 0 transcript_id "g2.t2"; gene_id 
"g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS terminal 3409 3723 1 - 0 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 3820 4001 0.36 - 2 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
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unnamed-1 AUGUSTUS internal 4044 4637 0.93 - 2 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 5161 5751 0.79 - 2 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 5815 6128 0.63 - 1 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS initial 6182 6504 0.45 - 0 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 3724 3819 1 - . transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 4002 4043 0.36 - . transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 4638 5160 0.99 - . transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 5752 5814 0.6 - . transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 6129 6181 0.93 - . transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 3412 3723 1 - 0 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 3820 4001 0.36 - 2 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 4044 4637 0.93 - 2 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 5161 5751 0.79 - 2 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 5815 6128 0.63 - 1 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 6182 6504 0.45 - 0 transcript_id "g2.t2"; gene_id "g2"; 
unnamed-1 AUGUSTUS start_codon 6502 6504 . - 0 transcript_id "g2.t2"; gene_id 
"g2"; 










































end gene g2 
### 
start gene g3 : MAT1.2.5 
unnamed-1 AUGUSTUS gene 6737 7846 0.81 + . g3 
unnamed-1 AUGUSTUS transcript 6737 7846 0.81 + . g3.t1 
unnamed-1 AUGUSTUS start_codon 6737 6739 . + 0 transcript_id "g3.t1"; gene_id 
"g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS initial 6737 7314 0.88 + 0 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS internal 7363 7640 0.92 + 1 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS terminal 7707 7846 0.92 + 2 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
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unnamed-1 AUGUSTUS intron 7315 7362 0.87 + . transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS intron 7641 7706 0.93 + . transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 6737 7314 0.88 + 0 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 7363 7640 0.92 + 1 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS CDS 7707 7843 0.92 + 2 transcript_id "g3.t1"; gene_id "g3"; 
unnamed-1 AUGUSTUS stop_codon 7844 7846 . + 0 transcript_id "g3.t1"; gene_id 
"g3"; 




















end gene g3 
### 
